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基础 研究 


Foxo3a 基因 调控 大 鼠 卵 巢 颗粒 细 肥 体外 发 育 及 预防 顺 铂 对 卵巢 


的 毒性 作用 


杨 再 !, 房 丽 红 :, 王 雪 峰 ， 


! 南 方 医 科大 学 珠江 医院 妇 产 科 , 广 东 广州 S10282;? 广 州 荔湾 区 中 医 医院 妇 产 科 , 广 东 广州 510000 


摘要 :目的 研究 Foxo3a 基 因 对 大 鼠 卵 集 颗 粒 细胞 体外 发 育 的 调控 及 其 预防 顺 铂 卵 梨 毒 性 作用 。 方法 大 鼠 原 代 颗 粒 细胞 体外 
培养 ,利用 HE 染色 法 及 免疫 效 光 法 进行 原 代 颗粒 细胞 鉴定 ;构建 携带 Foxo3a 基 因 的 重组 腺 病毒 AD-rFoxo3a, 利 用 RTPCR 及 
Western-blot 法 检测 Foxo3a 表 达 ; 实 验 分 为 3 组 :实验 组 (AD-rFoxo3a 组 ) .阴性 对 照 组 (rAD 组 ) 及 空白 对 照 组 (Control 组 ) ,分 别 
绘制 各 组 细胞 生长 曲线 , Western-blot 法 检测 各 组 cyclin D1.p27、Bax .Bim 和 蛋白 表达 ,利用 流 式 细胞 术 、Hoechst33342/PI 法 分 别 
检测 细胞 周期 及 细胞 凋 亡 情况 , 流 式 细胞 术 检 测 各 组 细胞 加 入 最 适 浓度 顺 铂 后 细胞 凋 亡 情 况 。 结 果 (1) 体 外 分 离 培养 大 鼠 原 
代 卵 梨 颗 粒 细胞 存活 率 >90% ,细胞 纯度 >95%; (2) 重 组 腺 病毒 AD-rFoxo3a 感 染 颗粒 细胞 36 h 后 Foxo3a 基 因 存 mRNA 水 平 高 
表达 ,感染 48 h 后 在 蛋白 水 平 高 表达 ;(3) 实 验 组 细胞 增殖 受到 抑制 ,G, 期 细胞 比例 及 细胞 凋 亡 率 较 空 白 对 照 组 及 实验 对 照 组 增 
加 (P<0.01) ,后 两 组 差异 无 统计 学 意义 ;(3) 实 验 组 Bim .p27 .cyclin D, 和 蛋白 较 对 照 组 高 表达 ,而 各 组 Bax 和 蛋白 表达 无 明显 差异 ; 


(4) 加 入 顺 铂 24 bh 后 实验 组 细胞 凋 亡 率 高 于 空白 对 照 组 及 实验 对 


照 组 (P<0.01), 后 两 组 细胞 凋 亡 率 差 异 无 统计 学 意义 。 结 论 


过 表达 Foxo3a 基因 在 体外 可 能 通过 促进 cyclin D1, 和 p27 蛋白 表达 诱导 大 鼠 卵 梨 颗 粒 细胞 静止 在 G, 期 ,通过 增加 Bim 和 蛋白 表达 


诱导 颗粒 细胞 凋 亡 ;同时 过 表达 Foxo3a 基因 在 体外 不 能 逆转 顺 铂 
卵巢 的 毒性 作用 还 有 待 体内 实验 进一步 研究 。 
关键 词 :foxo3a 基因; 重组 腺 病毒 ;卵巢 颗 粮 细胞 ; 顺 铂 


导致 的 颗粒 细胞 凋 亡 ,其 对 于 卵泡 发 育 的 调控 及 预防 顺 铂 对 
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Abstract: Objective To evaluate the effect of Foxo3a gene over-expression on the development of rat ovarian granulosa cells 
and in prevention of cisplatin-induced ovarian damage in rats. Methods Rat ovarian granulose cells released mechanically 
from the ovaries were cultured in vitro and identified with HE staining and immunohistochemical staining for FSHR. A 
recombinant adenovirus carrying Foxo3a gene was constructed for infecting the granulose cells, and the cell growth and 
expressions of cyclin D,, p27, Bax, and Bim were detected; the cell apoptosis and cell cycle changes were detected using 
Hoechst/PI 33342 staining and flow cytometry respectively. The transfected cells were challenged with cisplatin and the cell 
apoptosis was detected with flow cytometry. Results Over 90% of the cultured cells survived and contained more than 95% 
ovarian granulose cells. Infection of the cells with the recombinant adenovirus resulted in over-expressions of Foxo3a at the 
mRNA and protein levels at 36 h and 48 h after the infection, respectively. The infected cells showed suppressed proliferation, 
increased apoptotic rate and cell cycle arrest in G phase with increased expressions of Bim, p27, and cyclin Di but without 
significant changes in Bax expression. Cisplatin exposure caused a significantly higher apoptosis rate in the infected cells than 
in the control cells. Conclusion Over-expression of Foxo3a gene can promote granulose cell apoptosis by increasing Bim 
expression and cause cell cycle arrest in Gil phase by increasing cyclin Di and p27 expressions, but can not prevent the toxic 
effects of cisplatin on ovarian granulosa cells. 
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卵 梨 早衰 (POPF) 是 指 女性 在 40 岁 以 前 发 生 的 以 闭 
经 .不 育 . 雌 激素 缺乏 及 促 性 腺 激素 水 平 升 高 为 特征 的 
一 种 疾病 "。 其 中 由 于 化 疗 药物 细胞 毒性 作用 导致 的 化 
疗 性 卵 梨 早衰 (CIPOF) 是 导致 POF 的 一 个 重要 原因 ?”。 
近年 来 ,又 头 转录 因子 FOXO 亚 家 族 成 员 之 一 Foxo3a 
被 认为 在 保护 卵 梨 功能 方面 具有 重要 价值 。2003 年 一 篇 
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发 表 在 Science 杂志 上 的 研究 3? 发现 Foxo3a-/- 小 鼠 表 
现 出 原始 卵泡 广泛 大 量 激活 .卵泡 过 早 耗竭 .生育 时 
限 缩短 的 特征 ,而 Schneider 和 了 Pelosi 等 5 发 现 上 调 
Foxo3a 基因 表达 能 够 延长 大 鼠 的 生育 能 力 ,提示 
Foxo3a 基因 可 能 是 抑制 原始 卵泡 过 度 活化 的 重要 调 
控 因 子 。 

哺乳 动物 的 卵 梨 功 能 与 原始 卵泡 池 的 大 小 和 卵泡 
的 闭锁 程度 直接 相关 ,而 卵 梨 颗粒 细胞 的 生长 和 分 化 是 
卵泡 生长 启动 和 发 育 的 关键 "。 备 春花 等 "发 现 Foxo3a 
基因 可 以 通过 抑制 猪 颗粒 细胞 凋 亡 来 调节 猪 卵 泡 的 闭 
锁 及 生长 ,同时 有 人 研究 显示 静止 于 GwG, 期 的 颗粒 细胞 
对 化 疗 药物 不 敏感 "。 因 此 ,降低 卵 集 细胞 对 化 疗 药物 
的 敏感 性 从 而 降低 化 疗 药物 毒 副作用 的 同时 ,又 不 影响 
其 对 肿瘤 细胞 的 杀伤 作用 ,是 解决 化 疗 性 卵 贷 早衰 的 关 
键 。 综 上 ,本 实验 将 利用 重组 腺 病毒 介 导 Foxo34 基因 
转 染 大 鼠 原 代 卵 梨 颗粒 细胞 ,研究 foxo3a 基因 对 大 鼠 
卵 梨 颗 粒 细胞 体外 发 育 的 调控 作用 和 机 制 以 及 对 顺 铂 
诱导 细胞 凋 亡 是 否 具 有 保护 作用 ,进而 探究 其 在 化 疗 性 
卵 贷 早衰 防护 中 的 价值 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 来 源 

SPF 级 23~26 日 龄 肉 性 SD 大 鼠 , 体 质量 45~60 g， 
由 中 山大 学 实验 动物 中 心 提供 。 重 组 腺 病毒 
AD-rFoxo3a 及 rAD 由 深圳 百 恩 维 科技 有 限 公 司 构建 。 
大 鼠 Foxo3a 引 物 购 自 Invitrogen。FSHR 一 抗 购 自 北京 
博 奥 森 生物 技术 有 限 公司 。Trizol 购 自 日 本 Takara。 
FastQuant RT Kit(With gDNase) 、SuperReal PreMix 
Plus(SYBR Green) 购 自 Tiangen。Foxo3a、cyclin Di、 
p27、Bax、Bim 一 抗 均 购 自 美国 Cell Signaling 
Technology。Hoechst33342/PI 双 染 试剂 盒 购 自 南 京 凯 
基 生 物 科 技 发 展 有 限 公 司 。CCKS8 试剂 盒 购 自 日 本 
Dojindo。 
1.2 大 鼠 卵 梨 原 代 颗 粒 细胞 培养 及 鉴定 
1.2.1 大 和 鼠 卵 梨 原 代 颗 粒 细 胞 分 离 及 培养 大 鼠 提前 
48 hb 腹 腔 注射 PMSG(30 U) ,无 菌 条 件 下 迅速 取出 双 侧 
卵巢 ,用 含有 1% 双 抗 的 PBS 漂洗 , 体 视 显 微 镜 下 去 除 
输卵管 .卵巢 被 膜 及 血管 ,用 29G 针 头 刺 破 卵 泡 , 释 放 颗 
粒 细 胞 ,经 胶原 蛋白 酶 消化 .200 目 不 锈 钢 细胞 租 过 滤 
后 ,1000 f/min 离 心 10 min。 台 有 盼 蓝 染 色 鉴 定 细胞 活力 
>90% ,加 入 含有 15% FBS 的 DMEMVF12 培 养 基 中 , 置 
于 5% CO:,37 %C 人 饱和 湿度 培养 箱 内 培养 48 h, 竺 细胞 贴 
壁 后 更 换 培 养 液 。 
1.2.2 大 鼠 卵 梨 原 代 颗 粒 细 胞 鉴定 HE 染色 :制备 颗粒 
细胞 疏 片 ,经 甲醛 固定 后 依次 通过 无 水 乙醇 .95% 乙 醇 、 
80% 乙醇 脱 水 ,进行 苏 木 素 及 伊 红 染色 ,再 依次 通过 


95% 乙 醇 .无 水 乙醇 , 防 干 后 中 性 树脂 封 片 。 置 于 光学 
显微镜 下 观察 细胞 形态 。 人 免疫 灾 光 法 检测 FSHR 重 白 
表达 :将 原 代 颗粒 细胞 接种 于 48 孔 板 , 待 细胞 贴 壁 后 加 
和 人 4% 多 聚 甲醛 国定 ,10% 山 羊 血 清 封闭 30 min 后 , 滴 加 
FSHR 人 兔 多 克隆 抗体 (1 :100)4 及 育 过 夜 , 避 光 条 件 下 
加 入 荧光 二 抗 FITC-IgG(1:200) 室 温 下 孵育 2 h。 置 于 
倒置 欧 光 显微镜 下 观察 荧光 表达 情况 。 
1.3 重组 腺 病毒 体外 感染 颗粒 细胞 

大 鼠 卵 梨 原 代 颗 粒 细胞 以 2x103 孔 密度 接种 于 6 
孔 板 , 当 细 胞 贴 壁 达 50%~70% 时 ,实验 组 加 入 病毒 液 
AD-rFoxo3a(MOI=50) ,阴性 对 照 组 加 入 病毒 液 TrAD 
(MOI=50) ,空白 对 照 组 加 入 相应 量 培养 基 , 感 染 6h 后 
更 换 完 全 培养 基 。 显 微 镜 下 观察 细胞 生长 增殖 情况 。 
1.3.1 RT-PCR 法 检测 目的 基因 Foxo3a 表 达 (1) 提 取 
总 RNA: 在 感染 细胞 36 h 及 48 h 后 使 用 Trizol 试 剂 提 
取 各 组 细胞 中 总 RNA;(2) 反 转录 反应 :以 GAPDH 基 因 
作为 内 参 , 反 应 条 件 :42 % 15 min,95 % 3 min; (3) 实 时 
定量 PCR 反 应 : 取 反 转录 产物 反应 ,设置 3 个 复 孔 ,反应 
条 件 :95 % 10 s,60 % 30 s, 共 40 个 循环 ,(4) 定 量 计算 : 
记录 样本 循环 反应 阔 值 (CO 并 校正 ,以 2^^c 表 示 实 验 
组 表达 量 相当 于 对 照 组 表达 量 ( 设 置 为 1) 的 变化 倍 
数 , 其 中 A A Ct=(Ct Foxo3a-Ct GAPDH) 实 验 组 -(Ct 
Foxo3a-CtGAPDH) 对 照 组 。 实 验 重复 3 次 。 
1.3.2 Western blotting 检测 Foxo3a、 cyclin D1、p27、 
Bax、Bim 蛋白 表达 情况 (1) 抽 提 总 蛋白 :在 感染 48 h 
后 取 各 组 细胞 沉淀 ,加 入 和 蛋白 裂解 液 提取 总 蛋白 ,测定 
蛋白 浓度 ;(2)SDS-PAGE 电 泳 :根据 蛋白 浓度 计算 上 样 
量 进 行 电泳 ;(3) 免 疫 印 迹 : 将 杂交 膜 封 闭 后 分 别 加 入 各 
蛋白 一 抗 ,4 孵育 过 夜 后 加 入 二 抗 疑 育 1 h, 显影 观 
察 。 实 验 重复 3 次 。 
1.3.3 绘制 细胞 生长 曲线 将 各 处 理 组 细胞 以 密度 
2000/ 孔 接种 于 96 孔 板 ,每 组 设置 5 个 复 孔 。 分 别 于 接 
种 后 24.36.48.60.72 h 加 入 CCK8 试 剂 , 酶 标 仪 4530 nm 
波段 测定 各 孔 吸 光度 (4) 并 计算 平均 值 ,实验 重复 3 次 ， 
绘制 生长 曲线 。 
1.3.4 细胞 周期 检测 收集 各 组 细胞 悬 液 ,PBS 洗涤 后 
加 入 预 冷 的 70% 冰 乙醇 固定 细胞 置 于 4 CC 过 夜 , 弃 上 清 
后 向 细胞 沉淀 加 入 50 nL RNA 酶 ,加 入 450 pL PI 染 液 
重 悬 ,于 流 式 细胞 仪 进行 分 析 。 实 验 重复 3 次 。 
1.3.5 细胞 凋 立 检测 (1) 流 式 细 胞 术 : 收 集 各 组 单 细胞 
悬 液 ,PBS 洗涤 后 加 入 Binding Buffer 400 民 重 悬 细 
胞 ,分 为 对 照管 和 检测 管 ,检测 管 加 入 FITC 标 记 的 
Annexin V 试 剂 5 HL, 室 温 避 光 反 应 15 min, 再 加 入 10 pL 
PI 试剂 ,选用 激发 光波 长 为 488 nm, 接 收 波长 为 515 nm 
的 通 带 滤 带 检测 FITC 严 光 , 男 一 波长 大 于 560 nm 的 滤 
器 检测 PI 荧 光 。 实 验 重 复 3 次 ;(2)Hoechst33342/PI 双 
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染 : 根 据 试剂 盒 要 求 分 别 加 入 Hoechst33342 及 PI 染 液 
进行 染色 。 交 光 显 微 镜 下 观察 灭 光 表 达 情 况 。 
1.4 顺 铀 对 颗粒 细胞 的 毒性 作用 

调整 细胞 密度 为 5000/ 孔 接种 于 96 孔 板 ,设置 5 
个 复 孔 。 各 组 细胞 转 染 48h 后 加 入 最 适 浓度 的 顺 铂 
(5 hg/mL) , 光 镜 下 观察 细胞 生长 情况 ,作用 24h 后 应 
用 流 式 细胞 术 检 测 细胞 凋 亡 情况 ,方法 同上 。 
1.5 统计 学 方法 

实验 数据 采用 SPSS20.0 软 件 进 行 统计 分 析 ,2 组 间 
比较 采用 独立 样本 ;检验 ;3 组 及 3 组 以 上 的 比较 采用 单 


2 结果 
2.1 大 和 鼠 卵 梨 原 代 颗 粒 细胞 培养 及 鉴定 
大 鼠 卵 梨 原 代 颗 粒 细胞 体外 培养 24 h 即 可 贴 壁 ， 
培养 48h 完 全 贴 壁 ,细胞 呈 单 层 贴 壁 集落 样 生 长 ,细胞 
质 内 可 见 颗粒 样 物质 (图 1A)。 培 养 第 2~4 天 细胞 处 于 
分 裂 高 峰 , 细胞 间 可 有 丝 状 突起 ,形状 呈 短 梭 状 或 多 角 
形 ; 培 养 第 5~7 天 细胞 呈现 长 梭 形 类 成 纤维 细胞 形态 ; 
培养 第 8 天 后 细胞 立体 感 逐渐 消失 ,状态 渐 差 。 倒 置 交 
光 显 微 镜 下 观察 细胞 FSHR 表达 情况 ,可 见 >95% 的 细 
胞 胞 质 有 绿色 奖 光 表达 (图 1B)。 普 通 光 学 显微镜 下 观 


向 方差 分 析 , 组 间 两 两 比较 采用 LSD 法 (方差 齐 ) 或 
Dunnett Ti; 法 (方差 不 齐 ,采用 Welch 法 校正 ) ,以 P<0.05 
为 差异 显著 。 


察 经 HE 染色 后 的 细胞 爬 片 , 可 见 大 鼠 卵 巢 原 代 颗 粒 细 
胞 形态 呈 短 梭 形 或 多 角形 ,可 有 伪 足 ,细胞 核 大 而 圆 深 
染 , 胞 质 定 含 颗粒 细胞 及 空 泡 , 呈 淡 红色 (图 1C)。 


Uo 


图 1 大 鼠 原 代 卵 梨 颗 粒 细胞 体外 培养 


Fig.1 Rat ovarian granulose cells in culture. A: Cells cultured in vitro for 48 h (Original magnification: x40); B: Immunohistochemical 
staining for FSHR for identification of the granulose cells (x40); C: HE staining for identification of the cells (x400). 


2.2 重组 腺 病毒 体外 感染 颗粒 细胞 

2.2.1 RT-PCR 检 测 Foxo3a 在 转录 水 平 的 表达 结果 可 
见 实验 组 Foxo3a 表 达 量 明显 高 于 阴性 对 照 组 及 空白 对 
照 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01) , 且 感 染 36h 较 48h 
表达 量 高 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01)。 而 后 两 组 
Foxo3a 基 本 无 表达 ,两 者 差异 无 统计 学 意义 (图 2)。 
2.2.2 Western-blot 检测 Foxo3a、cyclin D1、p27、Bax、 
Bim 蛋白 表达 结果 显示 ,实验 组 在 相对 分 子 质量 约 
20 000、250 000、350 000 及 80 000 附 近 显示 特异 性 条 
带 ,而 空 自 对照 组 和 阴性 对 照 组 未 显示 , 即 实验 组 Bim、 
p27 ,cyclin D1、Foxo3a 和 蛋白 有 表达 ,空白 对 照 组 和 阴性 
对 照 组 未 表达 。3 组 的 Bax 蛋白 均 未 表达 (图 3)。 

2.2.3 各 组 颗粒 细胞 生长 曲线 根据 CCK8 检 测 不 同时 
间 各 组 细胞 的 吸光 度 值 (D 值 ), 取 各 了 筷 平 均值 后 绘制 细 
胞 增长 曲线 。 结 果 发 现 ,3 组 细胞 体外 培养 48 h 前 细胞 
增值 速率 明显 ,但 实验 组 的 增值 率 较 两 个 对 照 组 缓慢 。 
随 着 培养 时 间 的 增加 ,两 个 对 照 组 的 细胞 生长 趋 于 平 
稳 ,而 实验 组 的 细胞 细胞 增值 速率 明显 落后 ,甚至 出 现 
降低 。 两 个 对 照 组 细胞 增值 速率 基本 相似 (图 4)。 


6 了 下 Control 
rAD 
画 AD-TFoxo3a 


六 六 


5 


Relative Foxo3a exptession level (fold) 
(AD 


36 48 
Time after transfection (h) 
图 2 REPCR 检 测 颗粒 细胞 中 Foxo3a 的 表达 
Fig.2 Dectection of Foxo3a mRNA expression in granulosa 
cells by RT-PCR. **P<0.01 vs control group and TAD group. 


2.2.4 各 组 细胞 周期 变化 结果 表 显 示 实 验 组 G, 期 细胞 
所 占 比 例 较 空白 对 照 组 和 阴性 对 照 组 比例 增加 ,S 期 细 
胞 比例 较 空 白 对 照 组 和 阴性 对 照 组 减少 ,差异 均 具 有 统 
计 学 意义 (P<0.01), 实 验 组 G, 期 细胞 比例 较 空白 对 照 组 
和 阴性 对 照 组 差异 无 统计 学 意义 (P>0.05), 后 两 组 各 期 
细胞 比例 均 无 明显 差异 ( 表 1)。 


201712.00945v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2016, 36(6): 796-801 * 799.: 


表 1 流 式 细胞 仪 检测 各 组 细胞 细胞 周期 分 布 的 变化 


Tab.1 Changes of cell cycle distribution in the cells detected by flow cytometry (Mean+SD, n=3) 


Group Control rAD AD-rFoxo3a F P 
Gi(%) 56.87+1.19 57.93+1.30 79.25+2.33** 262.848 0.000 
S (%) 36.90+0.91 37.35+0.39 15.26+0.51** 8.071 0.004 
G,(%) 7.44+0.32 7.67+0.42 8.07+0.74** 2560.386 0.009 
**P<0.01 vs control group and rAD group. 
Control rAD AD-rFoxo3a 1.4 


Foxo3a 


p27 


Bax 


Bim 


CyclinD, 


GAPDH 


3 各 组 颗粒 细胞 Bim、p27、Bax、cyclin Di、 
Foxo3a 蛋 白 表 达 情 况 

Fig.3 Expression of Bim, p27, Bax, cyclin Dy 
and Foxo3a in ovarian granulosa cells. 


2.2.5 各 组 细胞 凋 亡 变化 流 式 细胞 仪 检测 结果 表明 实 
验 组 细胞 总 凋 亡 率 较 空白 对 照 组 和 阴性 对 照 组 增加 , 差 
异 具 有 统计 学 意义 (P<0.01) ,而 后 两 组 细胞 总 凋 亡 率 无 
明显 差异 ( 表 2)。3 组 细胞 经 Hoechst33342/PI 双 染 后 


表 2 流 式 细胞 仪 检 测 各 组 细胞 凋 亡 率 的 变化 


= Control 
= TAD 
1.2 | = AD-rFoxo3a 


Proliferation index (D) 


天 ee 


24 36 48 60 72 


Incubation time (h) 


图 4 CCK8 法 检测 过 表达 Foxo3a 对 大 鼠 卵 梨 颗 粒 细胞 
生长 的 影响 

Fig.4 Effect of Foxo3a over-expression on proliferation of 
ovarian granulosa cells in vitro by CCK8 assay. 


可 见 , 实 验 组 细胞 呈现 高 蓝 / 低 红 荧 光 表 现 比例 较 空 白 
对 照 组 和 阴性 对 照 组 多 (图 5C,F) , 即 凋 亡 细胞 比例 增 
多 ,而 两 个 对 照 组 细胞 均 呈 现 为 低 蓝 / 低 红 荧光 表现 (图 
5A,B,D,E) ,结果 与 流 式 细胞 仪 检 测 结果 一 致 。 


Tab.2 Cell apoptosis rate of the cells with different treatments detected by flow cytometry (Mean+SD, n=3) 


Group Control IAD AD-rFoxo3a F P 

AnnexinV+/PI- (%) 2.81+0.12 2.92+0.20 5.69+0.36** 2278.031 0.000 
AnnexinV+/PI+ (%) 8.54+0.24 8.78+0.19 15.15+0.59** 1874.740 0.000 
Total apoptosis (%) 9.89+0.23 10.25+0.35 20.96+0.67** 1213.739 0.000 


**P<0.01 vs control group and rAD group. 


2.3 顺 铀 对 颗粒 细胞 的 毒性 作用 

顺 铂 作用 12 h 后 , 光 镜 下 见 各 组 细胞 开始 逐渐 出 
现 皱 缩 ,细胞 间 连 接 逐 渐 消失 ;作用 24 h 后 细胞 逐渐 漂 
浮 于 培养 基 表 面 , 贴 壁 细胞 逐渐 减少 ; 随 着 培养 时 间 的 
延长 , 凋 亡 及 坏死 细胞 逐渐 增多 。 流 式 细胞 仪 检测 结果 
表明 实验 组 细胞 凋 亡 率 较 空 白 对 照 组 和 阴性 对 照 组 增 
加 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01) ,而 后 2 组 细胞 凋 亡 


率 无 明显 差异 。 经 顺 铂 处 理 的 3 组 细胞 凋 亡 率 均 明显 
高 于 普通 培养 组 (P<0.01) ,差异 具有 统计 学 意义 ( 表 3)。 


3 讨论 

众所周知 ,化 疗 药物 可 通过 诱导 细胞 凋 亡 等 多 种 机 
制 抑制 癌 细 胞 增殖 ,达到 治疗 及 延长 患者 生存 期 的 目 
的 。 但 不 可 置 否 ,化 疗 药物 的 细胞 毒性 尤其 是 生殖 毒性 
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图 5 Hoechst33342/PI 双 染 法 检测 大 鼠 卵 巢 颗 粒 细胞 凋 亡 /坏死 情况 
Fig.5 Dectection of cell apoptosis or necrosis by Hoechst33342/PI staining (Original magnification: x40). 


4-C: Hoechst33342 staining; D-F: PI staining. 


表 3 流 式 细胞 仪 检测 各 组 细胞 的 总 凋 亡 率 


Tab.3 Total cell apoptosis rate detected by flow cytometry (Mean+SD, n=3) 


Group Control rAD AD-rFoxo3a F P 
DMEM/F12+DDP 53.69+0.78 54.16+0.94 81.43+0.82™ 2096.970 0.000 
DMEM/F12 9.89+0.23 10.25+0.35 20.96+0.67 1213.739 0.000 


“P<0.01 vs control group and rAD group; "P<0.01 vs DMEM/F12 group. 


可 对 卵 集 功能 产生 不 良 影响 ”。 研 究 显示 ,接受 化 疗 
的 女性 肿瘤 患 者 中 有 70%~90% 出 现 不 同 程度 的 卵巢 功 
能 受 损 "”。 顺 铂 是 目前 常用 的 化 疗 药 物 之 一 ,其 可 " 放 
导 卵 母 细 胞 和 颗粒 细胞 油 亡 ,刺激 原始 静止 卵泡 过 度 活 
化 从 而 增加 卵泡 对 化 疗 药物 的 敏感 性 ,最 终 导致 卵 梨 功 
能 衰退 。 我 们 前 期 研究 已 证 明 顺 铂 对 体外 培养 的 
人 、 大 鼠 颗 粒 细胞 及 大 鼠 罕 前 卵泡 均 具 有 明显 的 毒性 
作用 “7 ,并 发 现 通 过 促进 凋 亡 抑制 基因 表达 可 抑制 体 
外 颗粒 细胞 的 凋 亡 并 改善 化 疗 性 卵 梨 早衰 大 鼠 的 卵巢 
功能 "近年 来 有 人 研究 显示 ,Foxo3a 基 因 可 通过 抑制 
卵泡 过 度 活化 和 卵 梨 颗粒 细胞 凋 亡 从 而 对 哺乳 动物 卵 
梨 功 能 的 保护 起 到 关键 作用 ,因此 本 实验 通过 重组 
腺 病毒 过 表达 大 鼠 原 代 卵 梨 颗 粒 细 胞 Foxo3x 基因 , 探 
究 该 基因 对 卵 梨 颗 粒 细 胞 体外 发 育 可 能 的 调控 作用 机 
制 以 及 其 对 顺 铂 细胞 毒性 的 保护 作用 。 

本 实验 研究 发 现 ,过 表达 Foxo3a 基因 可 通过 上 调 
大 鼠 原 代 卵 梨 颗粒 细胞 中 cyclin D1 及 p27 蛋白 表达 , 促 
使 细胞 周期 静止 在 G 期 ,与 Liu 等 "学 者 的 观点 一 致 。 
同时 ,我 们 亦 观察 到 实验 组 细胞 的 凋 亡 比率 较 对 照 组 增 
加 , 且 凋 亡 相 关 和 蛋白 Bim 的 表达 亦 有 所 增加 ,故我 们 认 
为 过 表达 Foxo3a 基 因 也 可 通过 上 调 Bim 和 蛋白 表达 进而 


诱导 体外 培养 的 大 鼠 颗粒 细胞 的 凋 亡 ,与 Gilly 等 的 
人 研究 结果 一 臻 。 基 于 既往 Blumenfeld 等 “认为 处 于 吏 
止 期 的 卵巢 颗粒 细胞 对 顺 铀 等 化 疗 药物 不 敏感 的 理论 
基础 ,本 实验 向 转 染 后 的 各 组 细胞 中 加 入 适当 浓度 的 顺 
铂 , 以 观察 过 表达 Foxo3a 基因 是 否 可 以 道 转 顺 铂 对 卵 
梨 颗 粒 细 胞 的 毒性 作用 。 我 们 发 现实 验 组 与 对 照 组 相 
比 并 未 停止 或 减少 细胞 凋 亡 的 发 生 ,反而 表现 为 细胞 凋 
亡 率 增加 。 因 此 我 们 认为 ,过 表达 Foxo3a 基 因 并 不 能 折 
制 顺 铂 对 体外 培养 的 大 鼠 卵 梨 颗 粮 细 胞 的 促 泣 亡 作 用 。 

已 证 实 foxo3a 基 因 存 在 多 个 下 游 靶 基因 *”, 其 
可 通过 不 同 的 分 子 通路 或 受到 不 同 刺 激 因子 影响 来 调 
探 多 个 功能 相近 及 相反 的 蛋白 表达 , 当 对 细胞 中 某 些 重 
白 的 调控 占 优势 时 , 则 表现 为 相应 的 调控 作用 。 根 据 本 
研究 3 组 颗粒 细胞 生长 曲线 结果 ,我 们 认为 体外 培养 的 
大 鼠 卵 梨 颗 粒 细 胞 过 表达 Foxo3c 基 因 后 表现 出 细胞 增 
殖 缓慢 .生长 滞后 ,而 随 着 培养 时 间 的 延长 ,细胞 出 现 生 
长 停 沾 甚 至 表现 为 以 凋 亡 占 主要 优势 , 即 对 于 体外 培养 
亡 相 关 和 蛋白 活性 的 程度 及 表达 量 可 能 较 细胞 周期 调控 
蛋白 如 cyclin D1 及 p27 等 蛋白 的 能 力 更 强 ,进而 导致 大 
鼠 卵 梨 颗 粒 细 胞 在 体外 培养 环境 中 以 细胞 将 亡 为 主要 
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表现 。 同 时 ,我 们 前 期 研究 显示 顺 铂 诱导 卵巢 颗粒 细胞 
凋 亡 与 促进 凋 亡 基因 Bax 表达、 降低 凋 亡 抑制 基因 
Bcl-2 表 达 高 度 相关 ” ,而 本 实验 研究 发 现 Foxo3a 调 控 
大 鼠 卵 梨 颗 粒 细 胞 凋 亡 的 机 制 与 Bax 基因 无 明显 相关 
性 ,故我 们 认为 过 表达 Foxo3a 基因 不 能 阻 断 顺 铂 导致 
的 促 凋 亡 基 因 Bax 高 表达 ,同时 可 通过 促进 另 一 凋 亡 蛋 
白 Bim 的 高 表达 进一步 加 速 颗粒 细胞 的 凋 亡 ,因此 无 法 
逆转 顺 铂 族 导 卵 巢 颗 粒 细 胞 凋 亡 的 结局 。 

目前 研究 者 们 就 foxo3a 綦 因 对 此 性 动物 生殖 细胞 
和 卵泡 发 育 调控 及 卵巢 功能 的 保护 作用 众说 纷 练 。 部 
分 学 者 通过 体内 实验 证 实 Foxo3a 基因 可 以 避免 鼠 原 始 
卵泡 过 度 耗竭 延长 卵 集 储备 和 生育 能 力 *“*”, 但 男 有 
部 分 学 者 如 Liu"-、Kong 等 % 却 认为 foxo3a 基因 持续 
表达 引起 卵 母 细胞 及 卵泡 发 育 玉 组 ,而 降低 Foxo3a 基 
表达 可 增加 鼠 静 息 卵 梨 储备 。 本 实验 研究 认为 ,过 表 
达 Foxo3a 基 因 虽 在 体外 可 使 大 鼠 卵 梨 颗 粒 细胞 周期 停 
滞 在 细胞 周期 静止 期 ,但 同时 也 促进 了 颗粒 细胞 的 凋 
亡 ,并 且 不 能 逆转 顺 铂 导 致 的 颗粒 细胞 凋 亡 过 程 。 由 于 
卵 荣 内 卵泡 的 生长 发 育 及 闭锁 不 仅 受 到 颗粒 细胞 的 影 
响 , 亦 受 到 卵 母 细胞 及 其 他 生殖 相关 细胞 的 增殖 和 调 
亡 、 卵 集 内 分 泌 及 其 他 微 环境 影响 ””, 因 此 在 体内 外 不 
同 环 境 下 同一 基因 对 卵巢 颗粒 细胞 生长 发 育 的 调控 作 
用 和 机 制 可 能 有 所 差异 ,对 于 该 基因 是 否 对 体内 颗粒 细 
胞 和 卵泡 的 生长 发 育 亦 存 在 类 似 的 负 性 调控 作用 以 及 
是 否 对 顺 铂 的 卵 集 毒性 作用 具有 保护 作用 则 缺少 体内 
实验 证 据 。 与 此 同时 ,有 研究 显示 某 些 与 细胞 生长 发 育 
相关 的 基因 如 Smad3 和 miRNA 在 鼠 类 卵巢 中 不 同 阶 
段 卵泡 中 的 颗粒 细胞 .不 同 阶 段 的 卵泡 内 的 表达 规律 存 
在 差异 ””, 由 于 本 实验 未 将 不 同 生 长 发 育 阶 段 的 卵泡 
中 的 颗粒 细胞 分 别 分 离 培 养 ,因此 我 们 认为 foxo3a 基 
因 对 于 大 鼠 不 同 阶 段 卵泡 内 的 颗粒 细胞 的 调控 作用 可 
能 存在 差异 ,该 差异 是 造成 本 实验 结果 不 同 于 其 他 学 者 
研究 结果 的 原因 之 一 。 

雌性 动物 卵泡 的 生长 发 育 及 闭锁 由 多 种 复杂 机 制 
和 死亡 配 体 - 受 体系 统 调控 ,控制 卵泡 生长 活化 及 闭锁 
的 基因 的 主要 作用 靶 点 亦 可 能 位 于 卵泡 表面 ,并 依赖 于 
体内 内 分 泌 系 统 及 卵泡 的 三 维 结构 特性 ,而 非 单 一 通过 
调控 颗粒 细胞 或 卵 母 细胞 生长 发 育 进而 影响 卵泡 的 发 
育 或 闭锁 。 由 于 本 实验 发 现 过 表达 Koxo3a 基因 可 诱导 
体外 卵 梨 颗粒 细胞 静止 , 故 不 能 排除 其 在 体内 可 以 避免 
卵泡 过 度 活化 .诱导 卵泡 静止 。 虽 然 我 们 的 体外 实验 未 
证 实 该 基因 能 够 逆转 顺 铂 诱导 颗粒 细胞 凋 亡 作用 ,但 不 
能 完全 否认 该 基因 对 顺 铂 引起 的 卵巢 损伤 无 保护 作 
用 。 因 此 ,我 们 将 通过 体内 实验 进一步 探讨 Foxo3a 基 
因 在 体内 对 于 卵巢 颗粒 细胞 和 卵泡 生长 发 育 的 调控 作 
用 机 制 ,探究 该 基因 是 否 能 够 逆转 顺 铀 的 卵巢 毒性 作 


用 ,达到 保护 卵 梨 功能 预防 化 疗 性 卵巢 早衰 的 作用 ,为 
临床 应 用 提供 可 靠 依据 。 
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